













Polymorphisms of Vitamin D Receptor and Parathyroid Hormone Genes in End-Stage Renal Disease
Kato Hitoshi (Fourth Department of Internal Medicine, Saitama Medical Center, Saitama Medical School, Kamoda, 
kawagoe, Saitama 350-8550, Japan) 
 Polymorphisms of vitamin D receptor (VDR) and parathyroid hormone (PTH) genes have been demonstrated 
in several studies to be linked with bone mineral density and parathyroid function. In patients with end-stage renal 
disease (ESRD), vitamin D and / or PTH play important roles in the progression of secondary hyperparathyroidism. 
In this study, the influence of VDR gene and PTH gene polymorphisms on parathyroid function was evaluated in 189 
patients with ESRD, of whom 150 received hemodialysis and 39 continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD). 
VDR gene polymorphisms were defined by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) using Bsm-I and Fok-I and PTH gene polymorphisms were similarly defined by PCR-RFLP using Bst-BI 
and Dra-II. VDR genotypes were BB = 7%, BB = 16%, bb = 77%, and FF = 47%, Ff = 42%, ff = 11%. PTH genotypes 
were BtBt = 3%, Btbt = 21%, btbt = 76% and DD = 1%, Dd = 17%, dd = 82%. Patients without the VDR f allele of showed 
significantly lower serum intact PTH (9111 : 12814 pg / ml, p < 0.05) and higher serum phosphate (5.7  0.2 : 
5.10.1 mg / dl, p < 0.01) than those with the f allele. In the non-diabetic nephropathy group, serum intact PTH of 
patients without the f allele was clearly lower than in those with the f allele (8414 : 13616 pg / ml, p < 0.01), but no 
differences were seen in other clinical parameters. The f allele frequency was significantly higher in the high PTH 
group --(over 300 pg / ml and parathyroidectomy)-- than in the low PTH group --(under 65 pg / ml)(0.75 : 0.46, p < 
0.05). In VDR gene polymorphism by Bsm - I and in PTH gene polymorphisms by Bst - BI or Dra - II, no relationship 
was seen between gene polymorphisms and clinical parameters. Our results indicate that parathyroid function may 
be influenced by the Fok-I polymorphism of the VDR gene in patients with ESRD. 
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（ 男性 99名，女性 90名）を対象とした．対象者の平均
年齢は 571（ SEM ）歳，透析方法は血液透析（ HD ）
150名，持続的腹膜透析（ CAPD ）39 名で，平均透析
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Table 1. PCR primers of VDR and PTH gene polymorphisms
 I. VDR gene 
 a) Bsm - I genotype
  forward primer ; 5’ - CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA - 3’
  reverse primer ; 5’ - AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG- 3’
 b) Fok - I genotype
  forward primer ; 5’ - AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT - 3’
  reverse primer ; 5’ - ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC - 3’
 II. PTH gene 
 Bst - BI genotype and Dra - II genotype
  forward primer ; 5’ - CATTCTGTGTACTATAGTTTG - 3’
  reverse primer ; 5’ - GAGCTTTGAATTAGCAGCATG - 3’
期間 5.5  0.3（ SEM ）年であった．原疾患は， 慢性糸球
体腎炎106名 （  56.1 % ），糖尿病性腎症58名（ 30.7 % ），
ならびに多発性嚢胞腎症，妊娠中毒後遺症などの腎疾患
25名（ 13.2 % ）であった．また，対象とした 189名中 7 
症例は 2 次性副甲状腺機能亢進症（ Ⅱ°HPT ）の治療を
目的に副甲状腺摘出術を受けていた．透析療法では，カ
ルシウム濃度 3.0 mEq / lの透析液を使用した．
2.方　法




より genomic DNAを抽出した．抽出方法は，DNA 
Extractor WB Kit（ Wako 社 ）11)を用い，下記の手順
で行った．EDTA を添加した末梢血 1 ml に溶解液（ 1%
（ w/v ）Triton X-100，0.32 Mショ糖 ）を 1ml加え，
細胞から細胞核分画を抽出した．細胞核を含む抽出液
に酵素反応液（ 1%（ w/v ）SDS，5 mM EDTA - Na2，
10 mM Tris - HCl（ pH 8.0 )）400μlと蛋白分解酵素
（ 17 mg / ml proteinase K ) 30μlを加え，37℃，1時
間保温し，核膜および核蛋白を分解した．さらに，1%
ヨウ化ナトリウム溶液（7.6 M NaI，20 mM EDTA - Na2，
40 mM Tris - HCl（ pH 8.0 ））600 μl を添加し，タン
パク質および脂質等を可溶化状態にした後，40%
（ w/s ）イソプロピルアルコール 1.0 mlと混和沈殿させ，
DNAを採取した．
VDR お よ び PTH の 遺 伝 子 多 型 の 同 定 は，
Polymerase Chain Reaction - restriction fragment length 
polymorphism（ PCR-RFLP ）法を用いた．Primerは
日本バイオサービスに委託し合成したものを TAE緩
衝 液（40 mM Tris - acetate ，1 mM EDTA ，pH 8.3）
にて 2.5μM に溶解し用いた（ Table 1 ）．
VDR 遺伝子の Bsm - I 多型は Morrison NA らの報
告 12)に準じて判定した．すなわち，genomic DNA 2.5 
μl，Taq DNA polymerase（ strategene 社  ）0.15 μl，
1.25 mM dNTP 4.0 μl（ 2 mM dATP，dGTP，dCTP，
dTIP），primer 各々 2.5 μl，および Buffer（ 200 mM 
Tris - HCl，100 mM KCl，100 mM（ NH4 ）2 SO4，20 
mM MgSO4 ，1% Triton X - 100 ，1 mg / ml BSA ）13.5 
μlの計 20.15 μl を 94 ℃ 40秒，60 ℃ 60 秒， 72 ℃ 60 
秒の条件で，40 cycle の PCRを thermalcycler（タカ
ラ社製 ）を用いて行った．
VDR 遺伝子の Fok - I 多型は，Gross C らの報告 13)
に準じ，94 ℃ 30 秒，60 ℃ 30 秒，72 ℃ 45 秒の条件で，
35 cycle の PCRを行った．
PTH 遺伝子の Bst - BI 多型と Dra - II 多型は，
Mullersman JE らの報告 14）に準じ，94 ℃ 45 秒，50 ℃ 
60 秒，72 ℃ 60 秒の条件で，35 cycle の PCRを行った．
各々の PCR 産物 5 μl を  1 % アガロース・ミニゲ
ル を用いた電気泳動（ 100V，30 分  ）を行い，エチ
ジウム・ブロマイド染色で特異的な DNA 断片が単一
に増幅されていることを確認した．その後，PCR 産
物 10 μl に各制限酵素 10 単位および Buffer（10 mM 
Tris - HCl，10 mM MgCl2，50mM NaCl，1 mM 
Dithiothreitol ）を加え計 20 μl と し，至適温度で 3 
時間反応させた．その後， 2.5 % アガロース・ミニゲ





わち，VDR の  Bsm - I多型は b，B，Fok - I多型は f，
F，PTHの Bst - BI多型は b t，B t，Dra - II多型は d，
Dで表した．
 用いた制限酵素 Bsm - I，Fok - I および Dra - II は  






た．血清総蛋白（ TP ）， 血清アルブミン（ alb ）， 血清
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Fig. 1. The maps of PCR products and restriction sites by enzymes on VDR and PTH gene. The primers for Fok - I polymorhism, 
which are encompassing the second exon of VDR gene, are used to amplify 265 bp PCR product. The restricted PCR products by 
Fok - I are resolved into 196 bp and 69 bp fragments. The primers for Bsm - I polymorphism, which are encompassing the seventh 
and eighth exons of VDR gene, are used to amplify 825 bp PCR product. The restricted PCR products by Bsm - I are resolved into 
650 bp and 175 bp fragments. The primers for Bst - BI and Dra - II polymorphisms, which are encompassing the second and third 
exons of PTH gene, are used to amplify 600 bp PCR product. The restricted PCR products are resolved into 213 bp and 387 bp 







exon 2 exon 3













I . VDR gene (chrom.12q)
II . PTH gene (chrom.11p)
総アルカリフォスファターゼ（ ALP ）， 血清カルシウム
（ Ca ）， 血清リン（ P ）， 血清尿素窒素（ BUN ）， 血清ク
レアチニン（ Cr ）はオート・アナライザーにて測定し
た．血清インタクト PTH（ iPTH ）は， アレグロ intact 
PTH キットを用い immuno - radiometric assay（ IRMA ）
法で測定した．Ca 値は alb 値 4 g / dl 未満の場合には
次の補正式により補正した値を用いた．補正 Ca 値
（ mg / dl ） 実測 Ca 値（ mg / dl ）（ 4血清アル
ブミン値（ g / dl ） ）．炭酸カルシウム， 活性型ビタミ
ン D 服用量は一日換算量で算出した．
3）統計処理 
測定値は， mean  SE で表した，Student’s t test お
よび Fisher’s exact test を用い，p 値が 5 % 未満を有
意差有りとした．なお，副甲状腺組織が 3 次性に増
殖していると考えられる iPTH 値が 600 pg / ml 以上




全対象症例に VDR および PTH 遺伝子多型をすべて
試みたが，Bsm - I 多型 146 例，Fok - I 多型 165 例，
Bst - BI 多型 123 例，Dra - II 多型 164 例で遺伝子多型
の判定が可能であった（ Table 2 ）．
（1）VDR 遺伝子の Bsm - I 多型分布は，BB : Bb : bb 
 7 : 16 : 77 % で，対立遺伝子の頻度は B : b  15 : 85 
% であった．また，VDR 遺伝子の Fok - I 多型分布は 
FF : Ff : ff  47 : 42 : 11 % で， 対立遺伝子の頻度は，F : 
f  68 : 32 % であった（ Table 2 ）．
（2）PTH 遺伝子の Bst - B I 多型分布は，Bt Bt : Bt 
bt : bt bt  3 : 21 : 76 % で，対立遺伝子の頻度は Bt : bt 
 14 : 86 % であった．また，PTH 遺伝子の Dra - II 多
型分布は DD : Dd : dd  1 : 17 : 82 % で対立遺伝子の頻




† Values are expressed as means ± SEM.
 Significantly different between FF and Ff genotype.(p values < 0.05)










vitamin D ( µg/day)




 57 ± 3.3
 5.6 ± 0.9
 9.6 ± 0.2
 5.3 ± 0.3
 44 ± 7
 2.8 ± 0.4




 58 ± 1.5
 6.0 ± 0.4
 9.4 ± 0.1
 5.1 ± 0.1
 135 ± 17
 2.9 ± 0.2




 52 ± 5.5
 5.6 ± 0.9
 10.1 ± 0.4
 5.6 ± 0.5
 74 ± 21
 3.1 ± 0.8




 55 ± 1.7
 5.1 ± 0.5
 9.5 ± 0.1
 5.7 ± 0.2
 91 ± 11
 3.3 ± 0.2




 56 ± 1.2
 5.6 ± 0.4
 9.5 ± 0.1
 5.5 ± 0.2
 130 ± 12
 3.2 ± 0.2




 58 ± 1.8
 6.9 ± 1.2
 9.4 ± 0.2
 5.2 ± 0.4
 104 ± 18
 3.9 ± 0.4
 0.15 ± 0.04
Table 2. Allele frequency and genotype distribution of VDR and PTH gene polymorphism 
in patients with ESRD
 BB : Bb :  bb = 7 : 16 : 77%
 FF : Ff :  ff = 47 : 42 : 11%
 BtBt : Btbt : btbt = 3 : 21 : 76%
 DD : Dd :  dd = 1 : 17 : 82%
 VDR gene
  Bsm - I ( n=146 )
  Fok - I ( n=165 )
 PTH gene
  Bst - BI ( n=123 )
  Dra - II ( n=164 )
allele genotypepolymorphism
 B : b = 15 : 85%
 F : f =  68 : 32%
 Bt : bt  =  14 : 86%
 D : d = 10 : 90%
 In VDR gene polymorphisms, B allele shows absence and b allele shows presence of restriction site 
by Bsm - I, similarly F allele shows absence and f allele shows presence of restriction site by Fok - I. In 
PTH gene polymorphisms, Bt allele shows absence and bt allele shows presence of restriction site by 
Bst - BI, similarly D allele shows absence and d allele shows presence of restriction site by Dra - II.
†　 Values are expressed as means SEM
§　 f (-) means the patients without f allele, f (+) means the patients with f allele
　 Significantly different between f (+) and f (-)group (p values  0.05) 
  Significantly different between f (+) and f (-)group (p values  0.01)















91  11 
  3.3  0.22
0.17  0.03
f (+)
 88 ( 56 )
  58  12
  6.2  3.7
  9.4  0.1
  5.1  0.1
128  14 
  3.1  0.2














   57  1.6
  6.7  0.5
  9.5  0.1
  5.3  0.2
136  16 
  3.3  0.2




Table 3-b. Clinical parameters of PTH genotypes in patients with ESRD









vitamin D ( µg/day)




 60 ± 2.6
 4.9 ± 0.6
 9.1 ± 0.2
 5.0 ± 0.3
 103 ± 27
 3.6 ± 0.4




 58 ± 2.8
 5.0 ± 0.5
 9.5 ± 0.2
 5.8 ± 0.3
 115 ± 23
 2.8 ± 0.3




 43 ± 2.3
 2.6 ± 0.1
 9.4 ± 0.3
 5.0 ± 0.5
 66 ± 48
 2.0 ± 0.6




 62 ± 0.5
 5.8 ± 3.5
 10.3 ± 0.5
 4.4 w 0.4
 39 ± 29
 4.4 ± 0.1




 57 ± 1.4
 6.3 ± 0.4
 9.5 ± 0.1
 5.5 ± 0.2
 113 ± 13
 3.3 ± 0.2




 56 ± 1.2
 5.9 ± 1.4
 9.5 ± 0.0
 5.4 ± 0.1
 110 ± 10
 3.2 ± 0.2
 0.16 ± 0.02
Fig. 2. VDR genotype distribution and allele frequency by Fok - I in high PTH group and in low PTH group in patitnts with ESRD. 
The high PTH group was consisted of 12 patients, who had serum intact PTH level over 300 pg / ml or had parathyroidectomy. 
The low PTH group was 85 patients with serum intact PTH level less than 65 pg/ml . The carriage rate of f allele was significantly 
higher in the high PTH group than in the low PTH group ( p values < 0.05 by Fisher’s exact test ). There were not significant 






6.49  0.04 g / dl ，alb 4.07  0.03 g / dl ，BUN 74.2  
1.3 mg / dl，Ca 9.4  0.1 mg / dl，P 5.4  0.1 mg / dl，
iPTH 106  9 pg / ml，炭酸カルシウム投与量 3.2  0.1 





（ 9.2  0.1 : 9.6  0.1 mg / dl ; p  0.01）を示したが，
血清総蛋白値（ 6.5  0.1 : 6.5  0.1 g / dl），血清P値
（5.6  0.2 : 5.4  0.2 mg / dl ），iPTH値（ 108  18 : 145 
 20 pg / ml ）には統計学的有意差を認めなかった．
（3）VDR遺伝子の Fok - I多型の検討では，FF群は 
Ff群に比して iPTHが低値（ 91  11 : 135  17 pg / ml ; 
P  0.05 ）であったが，その他の臨床検査値とは統計
学的有意差を認めなかった（ Table 3-a ）．また，対立
遺伝子 fの有無による 2群間で比較すると，f（）群
は f（）群に比して P値は有意に高値（ 5.7  0.2 : 5.1 
 0.1 mg / dl ; P  0.01 ）で，iPTH値は有意に低値（91 
 11 : 128  14 pg / ml ; P  0.05 ）であった（ Table 
4 ）．さらに，糖尿病性腎症例を除外した非糖尿病性
腎症例では，f（）群は f（）群に比してより iPTH




（4）VDR遺伝子の Bsm - I多型，PTH 遺伝子の Bst - 
BI 多型および Dra - II多型についての検討では，多型
別ならびに対立遺伝子別に比較検討したが，いずれも
臨床検査所見との間に有意な差を見いだせなかった
（ Table 3-a，3-b ）．
（5）VDR 遺伝子の Fok - I多型および Bsm - I多型
のそれぞれについて対立遺伝子の組合せにより，臨床
検査所見と比較してみたがいずれも相関は認められな
かった．PTH遺伝子の Bst - BI多型および Dra - II多
型による検討も同様であった．
3）低 PTH 値症例と高 PTH値症例および副甲状腺摘
出症例での遺伝子多型分布検討成績
 iPTH値 65 pg / ml 未満（ 85名 ）の低 PTH症例と 
iPTH値 300 pg / ml 以上および副甲状腺摘出例の高 
PTH症例（12名）を抽出し，2群間で比較検討した．
（1）VDR 遺伝子の Fok - I多型分布は，高 PTH群
で FF : Ff : ff  25 : 75 : 0 %，低 PTH群で FF : Ff : ff  
54 : 38 : 8 %を示し，低 PTH群で FF多型を有する頻度
が有意に多かった（ Fig. 2）．しかし対立遺伝子頻度
は，高 PTH 群 で F : f  46 : 54，低 PTH群で F : f  
75 : 25を示し，低 PTH 群では F対立遺伝子が多かっ
たが，統計学的有意差を認めなかった（ Fig. 2 ）．































1 : 17 : 82 %，対立遺伝子頻度は D : d  10 : 90 %であっ
た．しかし，PTH 遺伝子多型分布に関する報告は少
なく，本邦での多型分布は明らかではない．1987年 
Almahroos GM らの報告 37)では Bt : bt  56 : 44%で，
これと著者の成績と比較すると Btが 14%と低頻度で
あり，人種差が存在する可能性も推測された．また著
者の検討では，Bst - BI多型およびDra - II多型と透析
患者の副甲状腺機能には関連性を認めなかった．しか
し，今回著者が検討した成績では，PTH 遺伝子の Bst - 




今回の著者の研究成績では VDR遺伝子の Bsm - I 
多型分布は BB : Bb : bb  7 : 16 : 77%で，対立遺伝子頻
度は B : b = 15 : 85%であった．Bsm - I多型分布には人
種差が存在し，白人に比べ日本人では BB多型が著し
く少ないことが明かとなっている． 時田らの日本人女
性での報告 38)は，BB : Bb : bb  2 : 26 : 72%と著者の
研究成績と分布は同じであり，また Tsukamotoらの
本邦における血液透析患者の報告 39)も BB : Bb : bb  
6 : 20 : 74%と同様の傾向を示している．1996年以降，
日本腎臓学会，日本透析医学会などで透析患者におけ
る Bsm - Iを中心とした VDR遺伝子多型に関する報告
が幾つかの施設よりなされ，透析患者の副甲状腺機能
や骨塩量と VDR遺伝子多型の間の関連性を指摘する






Bsm - I多型分布に BBが著しく少ないという偏りがあ
ることが，研究結果の相異に影響していると思われる．
著者の研究では，Fok - I多型は FF : Ff : ff  47 : 42 : 
11%で，対立遺伝子頻度はF : f = 68 : 32であった．一
方，Miyamotoらの研究 26)では閉経前の日本女性 110
人における VDR遺伝子 Fok - I多型は，FF : Ff : ff  27 : 




今回著者が行った研究では，Fok - I 多型の FF群を
示す者は Ff群に比して iPTH が有意に低値（91  11 : 
135  17 pg / ml ; P  0.05）であった（ Table 2-a）．ま
た，対立遺伝子 f の有無による比較でも，f（-）群は 
f（+）群に比してP値が有意に高値（ 5.7  0.2 : 5.1  
0.1 mg / dl ; P  0.01）で，iPTH値は有意に低値（ 91 
 11 : 128  14 pg / ml ; P  0.05）を示した（ Table 3）．
さらに，糖尿病症例を除外した非糖尿病性腎症例に限




単純 X線で第 2中手骨の骨塩密度を測定する digital 
image processing 法によって，97症例の骨密度を測




VDR遺伝子は，第 12染色体長腕に存在し 9つの 
exonを有し，制限酵素 Bsm - Iの認識部位は，intron 8 
に存在する 12)（Table 1）．この Bsm - I 多型は，骨粗鬆
症との関係を中心に国内外に多くの報告 15 - 20)があり，
腎不全例での報告 21 - 25)も散見される．




報告され 26)，Grossらはその遺伝子多型が Fok - Iに
よる PCR - RFLP法で同定できることを報告した 13)．
この Fok - I多型の対立遺伝子 Fは，DNA 結合領域に
相当する exon 2に存在する最初の ATGの ACGへの
変異を意味し，翻訳開始点は 9塩基下流となり，翻訳
された VDR蛋白は 3アミノ酸短かいことになる．す





と 2つの intronより構成されている（ Table 1 ）．PTH
遺伝子の転写調節機構は，転写開始部より上流にビタ
ミン D抑制性 DNAエレメント（ negative vitamin D 
responsive element ; VDRE ）と細胞外 Ca 抑制性 DNA
エレメント（ negative Ca responsive element ; nCaRE ）
が存在することが明らかにされ 27, 28)，ビタミン Dや
Caによる PTH 遺伝子転写能の抑制機序が明らかにさ
れている 29 - 32)．
PTH遺伝子 Bst - BI多型は intron 2に，Dra - II多型




との関連性は認められていない 33 - 35)．また，Dra - II
多型は遺伝性副甲状腺機能低下症例において発見され
た 36)が，その後の報告は少ない．
著者の研究では，PTH 遺伝子の Bst - BI多型では 
BtBt : Btbt : btbt  3 : 21 : 76%，対立遺伝子頻度は 
Bt : bt  14 : 86% ，Dra - II多型はDD : Dd : dd  
加藤　仁22
定した比較では，f（-）群と f（+）群の iPTH値の差




値 65 pg / ml未満（85名）の低 PTH症例と iPTH値 
300 pg / ml以上および副甲状腺摘出例の高 PTH症例
（12名）を比較したところ，高 PTH 群で FF : Ff : ff  
25 : 75 : 0 %，低 PTH群でFF : Ff : ff  54 : 38 : 8 %の
値が得られ，高 PTH群で f対立遺伝子を有する頻度
が有意に高いことが明らかに出来た（Fig. 2）．以上の















VDR遺伝子の Fok - I多型が，どのような機序で副
甲状腺の PTH分泌に影響しているかは，現時点では
依然明らかでないが，Araiらは VDR遺伝子の F対立
遺伝子と f対立遺伝子を COS - 7細胞および HeLa細
胞に導入する方法でこの問題を検討している 47)．こ
の研究では，VDR遺伝子の F対立遺伝子ならびに f 
対立遺伝子を導入した細胞で細胞間にビタミン Dと
の結合能に差を認めていない． 遺伝子導入された 
COS - 7細胞のビタミン D - 24水酸化酵素の転写活性
は F 対立遺伝子を持つ場合は，f対立遺伝子に比して
約 2 倍高いと述べている．一方，線維芽細胞に遺伝子
導入した報告 48)では，Fok - I遺伝子多型による差を
認めていない．ビタミン D - 24水酸化酵素は，1,25






制および骨細胞における反応性などに Fok - I多型に
よる違いが存在する可能性が推察される．








2. 制限酵素 Bsm - Iによる VDR遺伝子多型，制限酵素 
Bst - BI，Dra - IIによる PTH遺伝子多型と臨床的パラ
メーターとの関連性は認められなかった．





4. 血清 iPTH値が 300 pg / ml以上および副甲状腺摘出
例の副甲状腺機能亢進症の患者では，血清 iPTH値が 
65 pg / ml 未満の副甲状腺機能低下症の患者に比べ f
対立遺伝子を持つ頻度が有意に高かった．









本研究の要旨は，第 40回日本腎臓学会および第 43 
回日本透析医学会にて発表した．
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